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b, sistemftica y biologla de Mycobacterium fuberculosis.

Pivisién; gehizophyte.
Clase: Schizomycetes,

Orden: Actinomycetsles Buchanan.
Chester,

Especie; iycobacterium tuberculosis (schroeter)
Lebmann y Neumann,

bacterium Lehmann y Neumann,

Las huellas de la tuberculosis son evidentes en los hue-
sos de algunas momias egipcias, y en las deseripciones clinicas que
han quedado registradas en algunos antiguos manuseritos hinddes y -
chinos, se suglere que la tuberculosis ha azotado a la humanidad des-
de hace 3000 o 5000 afios (Webb, 1971).

Ya en la Rdad Moderna, Pracastoro (1484-1553) estable—
c¢ié algunas conclusiones de notable preeisién, en lo que concierne &
la naturaleza infecclosa de la tuberculosis y & su mecanismo de trans
misién,

Sin embargo, la primera demostracién experimental se tu-
vo hasta 1843, suministrada por Kletke, quien consiguié infectar a -
un conejo con tuberculosis,

Los experimentos de Villemin, 1865, sirvieron para traer
el convencimiento general de que la tuberculosis podfa ser transmiti-
da a los animales y, ademfs, de que era posible mantenerla indefini-
damente en una sucesién de pasos seriados,

Tal vez Baumgarten, en 1878, logré ver los bacilos en los
tejides infectados; pero, en rigor, la gloria del descubrimiento de

la tuberculosis como una enferpedad infecciosa, le corresponde a Ro-




berto Kochp, quien fué el primero en aislar el bacilo de la tubercu
losis en 1882, A mhs de esto, Koch logré producir artificialmente -
la enfermedad en animales, utilizande cultivos puros y, después, al
estudiar los animales infectadog,consiguié encontrar de nueve les -
organismos t{picos.

71l género Mycobacterium tiene representantes en el sue-
lo, el agua, los vegetales y, afin, en las partfculas de polvo del --
aire, Todos ellos se caracterizan por una reaccién de color pecu- --
liar, son diffciles de tefilr, pero, una vez tefiidos, resisten la de-
coloracién ante la accién de los écidos minerales y, por esto, han
recibido el noumbre de bacterias &cido-resistentes,

Algunos de estos organismos Acido-resistentes han ad-
quirido la capacidad de producir enfermedad en los animales de san-
gre fria, mientras que otros se han adapatado especi{ficamente y pro-
ducen la enfermedad en otros animales, como son los ratones silves-
tres, las ratas, las vacas, las aves y el hombre,

Existen tres variedades de Mycobacterium tuberculosis;

liycobacterium tuberculosis var. hominis

Mycobacterium tuberculosis var. bovis.

liycobacterium avium,

Morfologia y tineidn

Los bacilos de la tuberculosis son bastante finos, de -
forma recta o ligeramente curvada, con sus extremos redondeados., Su

grosor varia entre 0.2 y 0.5 micras y su longitud es de 1 a 4 micras,
Son bacterias asrobias obligadas,

Los bacilos son grampositivos y Acldo-resistentes, Son
24




inméviles, no esporulados y no tienen cépsula.

Por medio de microfotografias electrénicas se ha demos-
trado la existencia de una pared celular relativamente gruesa, pro-
bablemente rigida; debajo de esta pared se encuentra una membrana -
citoplésmica definida, dotada de permeabilidad diferencial,

Cuando se tifien bacilos vives jévenes con azul de meti-
leno, se observan grénulos de coler azul obscuro que representan, —-
probablemente, materiales nucleares,

Los bacilos de la tuberculosis, tanto en los cultivos -
como en las secreciones, se tifien habitualmente con el método de ---
Ziehl-Neelsen, observindose entonces a los bacilos como bastones ré-
jos brillantes sobre fondo azul.

Tante la reaccidn colorsada peculiar de los bacilos &~ ‘
cido-resistentes, como la naturaleza de los grénulos de inclusién,
han sido estudiadas en detalle por algunos investigadores, La con--
cepcién mads antigua, segfin 1a cual la Acido-resistencia dependeria
de la existencia de una envoltura eérica situada alrededor de la cé-
lula, ya no resulta sostenible en la actualidad, Como el &cido mic
lico, aislado de los bacilos de la tuberculosis, es &cido-resistentegy
se pensé por alglin tiempo que la presencia de esta substancia era -
la que explicaba la resistencia del bacilo a la decoloracidén ante -
la accién del aleohol #écido. Sin embargo, se ha comprobade que el &
cido micélico manifiesta nicamente un tenue color rosado cuande se
tifie en pelfeulas finas, comparables por su grosor con las del baci-
lo des la tuberculosis., Yegian y Vanderlinde han deméstrado, en 1947,
que ol proteplasma del organismo, en el cual se encuentra contenide
el Acldo micélico, se tifie de un color rosa muy tenue y que, en cam
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bio, 1la mayor parte del colorante que da origen al color rojo bri--

llante que manifiesta el bacilo, se encuentra libre en solucién den
tro de la membrana citoplésmica.

La integridad de la estructura celular es esencial para
el mantenimiento de la fcido-resistencia; ya que el tratamiento qui-
mico o mecdnico con procedimientos o substanciams que afecten dicha
estructura, hace que 1os organismos se conviertan en no-ééido-resis
tentes,

La grampositividad de los bacilos de la tuberculosis -
parece depender de los mismos factores que originan la Acido-resis-
tencia,

En muchas muestras tomadas del pus de los abscesos ---
frios, de las lesiones granulomatosas de los ganglios linfhtices, -
de los exudados serosos y de nmaa esputos, no es posible encon-
trar organismos acido-resistentes, aiin cuando tales materiales pro-
ducen tuberculosis cuando se inoculan a los animales, Tifilendo te-
les muestiras por medio de la coloracién modificada de Gmam, Much de

mostré, en 1908, la presencia de grénulos grampositivps en cadenas

- eortas o en aclimulos irregulares, Much consideré que estas estructu

ras eran bacilos tuberculosos no-icido-resistentes y, ain cuando sus
observaciones han sido confirmadas muchas veces, existen diferencias
de opinién acerca de su significado, Algunos investigadores las con
sideran como la etapa filtrable, cocolde, diminuta, dentro del ci-
clo de vida del bacilo de la tuberculosis,

La consideracién de que el bacile tuberculose tiene un
cicleo de vida complicado, se basa, en parte, en los resultados varia
bles obtenidos en experimentos de filtraeién y, también en parte, en

do




las observaclones directas de la degeneracién de un baecilo tipico -
en una masa de.grfmules y, luego, de cdmo pequefios bastones no-4ci-
do-resistentes de esta masa se transforman finalmente en organismos
Adcido-resistentes t{picos,

Por medio de la cinematografia se ha demostrado que los
bacilos jévenes aumentan de tamafio antes de dividirse, mientras que
en los cultivos viejos los bacilos continfian dividiéndose sin agran
darse y producen finalmente peguefias formas cocoldes écido-resisteg
tes, Cuando se les suministran medios frescos, las formas cocoides
se transforman lentamente en bacilos de tamafio comin., Ko se sabe con
carteza si un granulo que haya perdido sa membrana citoplésmica pus

da regenerarse,

Resistencia

Toe baciles tuberculesos pueden permanecer viables en
los medios de cultivo durante un lapso de 2 a 8 meses, Los organis-
mos de cultivo mueren en 2 horas cuando se axponen a la luz directa
del sol; pero los organismos contenidos en el esputo de los enfer-
mos requieren una exposicién de 20 a 30 horas para morir, Cuando es
tén protegides de la luz directa del sol, los bacilos viven en el -
esputo putrefacto durante semanas y en el esputo seco hasta 6 u & me
ges, Las gotitas de esputo secas, adheridas a las particulas de pol
vo del aire, pueden ser infectantes durante 8 o 10 dfas, Ademds, los
bacilos de la tuberculosis resisten a los desinfectantes usuales,

1.os bacllos tuberculosos no poseen una resistencia ma-
yor al calor iwimedo de la que tienen las otras bacterias, Las tempe
fatu:ls de pasteurizacidén son, por le tanto, eficaces para eliminar

5
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los de la leche y de los productos lécteos,

Variabilidad

En 1927, Petroff obtuvo una variante de los bacilos de
la tuberculosis. ™n las primeras publicaciones de su laboratorto se
cambiaron los términes 'liso' (8) y 'rugoso#® (R), que fueron usados
habitualmente hasta 1936, ya que se designa con el simbolo § a todas
las cepas virulentas, sin tomar en cuenta el gue fuesen llsas 0 ru-
gosas, ®n 1935, Steenken propuso una nueva terminologfa, dentro de
la cual se conservan las designaciones usuale § y R, para designar
cepas lisas y rugosas, respectivamente, pero se afiaden otras letras
como subindices. As{, por ejemplo, R, indica una cepa rugosa viru-
lenta, R, sefiala una cepa rugosa avirulenta, R;, denota una cepa ru
gosa intermedia, S representa una cepe lisa cromégena avirulenta,
Esta clasificacién ha sido la utilizada en las publicaciones del la
boratorio Trudeau desde 1935 y es la gue se acepta actualmente como
tipo,

Los bacilos de la tuberculosis producen colonlias de u-
na gran diversidad de formas, que difieren como resultado de muy 11
geros cambios en el medio., Para poder considerar estable a una va-
riante es necesario subcultivarla durante meses y aln por aiios,

71l camblo de la colonia por efecto de la grasa de hue-
vo fué descubierto por Steenken en 1940, Cuando los bacilos de la -
tuberculosis se desarrollan en medios gue contienen huevo, la grasa
de éste convierte artificialmente, de manera mecfnica, las colonlias
Ry ¥ Rg en formas 5. Cuando se subcultivan en medios sin huevo, las
colonias vuelven a sus formas primitivas,

0.




La cepa relativamente avirulenta Ry,que ha sido usadas
durante unos 50 safios para producir hipersensibilidad e inmunidad re
lativa en los animales, se convierte en la forma normal Rjy, la& cual
produce una enfermedad progresiva en los cobayos con silicosis expe
rimental y, luego, se transforma en una segunda varlante Rygs ue -
no infecta a los cobayos normales ni tampoco a 10s yue tienen sili-
cosis. 1a cepa atenuada BCG de Calmette y CGuerin, que se usa en la
inmunizacién del hombre contra la tuberculosis, es todavia menos vi
rulenta que la forma Ry, pero tambidn muestra variantes que remedan
morfologlcamente a las de Ry con BCG, , que es casl completaments a

virulenta,

Metabolitos Sacterianos

TL.os tipoes humano y Bovino del bacilo tuberculoso no tie
nen endotoxinas ni exotoxinas,

Los seres humanos infectados esponténeamente y los ani
males infectados experimentalmente dan siempre reacciones violentas
a resultas de 1la inyeccién subcuténea o intravenosa de pequeiias can
tidades de tuberculeproteina, msto no &2 debe & la accidn de una en-
dotoxina, sino que es producida por la aparicién de un estado de hi
persensibilidad que es caracteristico de las infecciones tuberculo-
sas,

Generalmente se produce catalasa y se forma HpS en can
tidades variables, por los cultivos de bacilos tuberculosos. Los or
ganismos sintetizan un pigmento llamado ftiocerol. Tanto 1la cepa hu
mana Hx7Ry como 1a bovina Raveanel, sintetixzan todas las vitamlnas -

conocidas del complejo B, incluyends la biotina y el &cido félico.
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Partiendo de las substancias simples inclufdas en el ue
dio, estos organismos fabrican fosfAtidos, grasas neutras, ceras, -
carbohidratos, protef{nas simples y nucleoprote{nas, Las substancias
lipoides constituyen del 25 al 40; del peso seco de los bacilos tu-
berculosos., Muchos de los 1{pidos y polisacéridos son innocuos y més
complejos que los usualmente encontrados en las plantas superiores
y en los animales, La proporcidn cuantitativa de las substancias pro
ducidas, difiere grandemente segiin el tipo de bacilo estudiado y la
composicién del medio de cultive empleado. |

Entre los compuestos orgénicos sintetizados por los ba
cilos de la tuberculosis estén :; 1) &cido micélico, que es &cido-re
sistente; 2) écido tuberculoestedrico y écido ftioico, siendo este
dltimo estimulante de la produceién de células epitelioides; 3)ce-
ras insolubles que provocan la formacibn de células gigantes de ti-
po de cuerpo extrafio; 4) un polisacérido con peso molecular muy ele
vado, que ejerce accién quimiotéctica sobre los leucocitos polinu-
cleares neutréfilos y precipita en los sueros de animales inmunes
-en un tiempo se pensd que este carbohidrato no era téxico, ni anti
génico, pero estudios recientes han demostrado que s 1o es-; 5) u-
na protefna no desnaturalizada con peso molecular elevado, gque en -
dosis de 0,02 mg., da cutirreacchdén pesitiva eh un paciente tuberculo
so, es antigénica y produce la sensibilidad tuberculinica en los a-
nimales; 6) écido nucleico, que no es antigénico ni tampoco es téxi

co, ni siquiera para los animales tuberculosos.

Bstructura antigénica
Por aglutinacidn, absorecién de agiutininas y fijacién
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del complemento, las bacterias, Acido-resistentes se pueden separar
en los tipos siguientes; 1) mamifero; 2) aviario; 3) de animales -
de sangre fria; y, 4) saprofitos.

Los tipos humano, bovino y murino no se pueden diferen
ciar seroldgicamente, Wl tipo aviario tiene un ant{geno en coﬁﬁn -
con los micreorganismos humano y bovino, perec, ademdis, posee un anti
geno especifico propio. lLos baciles aviarios han sido separados en
subtipos.

JLos resultados de una serie de lnvestigaciones indican
gque la superficie del bacilo de la tuberculosils estd compuesta de un
complejo lipo-proteina-carbohidrato que estimula la produccién de a

glutininas y precdpitinas, cuando se inyecga a los animales,

2. Disgnéstico de la tuberculosis.

%l diagnésteéo de la tuberculosis se hace tanto por mé
todos indirectos como por métodos directos, cuyos resultados se de-

ben tomar conjuntamente para consegulr un diagnéstico satisfactorio.

a) Métodos indirectos

Kétodos clinicos. Trastornos respiratorios; generalmen

te la puerta de entrada es respiratoria; trastornos digestivos; la
segunda puerta de entrada es el tracto digestivo.

Métodos radioldgicos; Fluoroscopia, placa.

Combs: Antecedentes familiares,

Pruebas cuténeas: Reaccidn de Nantoux, rrueba del par-

che,




¥och, =n 1891, encontrd en su primeros experimentos --
gue una innoculacién primaria de bacilos tubsrculosos en la ingle -
de un cobayo daba lugar, después de 10 a 14 dfes, a la aparicidn gra
dual de una inflamacién localizada que llegaba a la necrosis y pro-
ducf{a una Glcera abierta persistente hasta la muerte del animal., Bn
la necropsia habfe inflamacién y caseificacién de los ganglios lin-
riticos, invasién masiva del bazo, higado y pulmones, lo mismo gue
una infeccidn menos extensa de otros organos, La inyeccidén del mismo
niimero de baciles tuberculesos a un animal tuberculose producia una
serie de acontecimientos absolutamente diferentes. Después de 24 a
48 horas aparscia en el sitio de la inoculscién una inflamacién lo-
cal, seguida por la aparicidn de una Glcera superficial gue curaba
prontamente, sin llegar a la caseificacidn de los ganglios linféti-
cos adyacentes., Aunque estos animales worfan finaluente de tubercu-
losis, 1a curacidn local indicaba la presencia de cierto grado de -
resistencia. Tsta reaccidén acelerada en el animal infectado y sensi
bilizado, se conoce con el nombre de ®"fendmeno de Koch®,

La inyeccién de filtrados de cultivos en caldo o de ex
tractos de bacilos tuberculosos, producf{a una violenta reaccidn lo-
cal y general, pero parec{a estimular la curacidn y, por ello, lie-
vé a Koch a la conclusiédn errénea de que ciertos productos de los -
baciles tuberculesos, a los cuales llamé tuberculinas, podrian cu-
rar la tuberculosis, Wntre 189L y 1901, XKoch preparé una serie de -
tuberculinas con fines terapéuticos y, subsiguientemente, fueron in
vestigadas mds de 50 clases distinkas de tuberculinas, Solawente dos
tipos de tubarculinax han sobrevivido a la prueba del tiempo, Hstas
son la preparacifn original de Koch, conocida como "tuberculina vie

10,




ja' (0,T.) vy la 'protefna purificada derivada' (P.P.D.).

Tuberculina vieja. IL.os bacilos tuberculosos se culti--

van en caldo-peptona-glicerina al 5%, ligeramente alcalino, durante
6 a 8 semanas, Al Tinal de este tiempo =1 cultivo entero se hiervs

durante una hora, para matar los bacllos, 108 cuales se separan por
filtracién, ¥l filtrado se evapora a 80°C. en bafio de marfa, hasta

reducirleo a la décima parte del volumen original del medio., Ademés

de los productos metabdlicos de los bacilos, la tuberculina contie-
ne glicerina, peptona y sales mlnerales incluidas en el medio ori-

ginel, Para evitar las reacciones positivas falsas, debldas a estos
materiales, es indispensable preparar un testigo.

Bl testigo de 1a 0,T, se obtisne evaporande una parte
del medio no sembrado, hasta que quede reducido a una décima parte
de su volumen,

La tuberculina es estable en su forms concentrada, pe-
ro se hace inestable cuando se diluye en solucién salina fisioldgi-
ca, l.as diluciones recientes para prueba clfinica deben ser prepara-
das cada semana,

La dosis de prueba de 0,T, estd calculada sobre la pre
suncidn, evidentemente equivocada, de qus 1 c.c., contiene 1000mg. -
de tuberculina, Las proteinas activas sédlo constituyen una fraccidn
minima de la 0,7T.

Las dosis tipo para pruebas de tuberculina y para pa-
clentes sospechosos de tener tuberculosis, son de 6.1 c.c¢., de una
dilucién de 1:;1000, o sea, de 0.1 mg. de tuberculina, %1 testigo se
diluye de la misma manera gue la tuberculina.

11,




Reaccién de Mantoux (1908-9), La prueba se efectia in-

yectando intracuténeamente 0,1 c.c. de la dilueidn selececionada, en
un antebrazo y la dilucién correspondiente del testigo en el otro,
Se dice que la prueba es negativa si no hay reaccién despuls de 24
y 48 horas, o cuando la reaccién es igual en ambos antebrazos. Una
reaccidn positiva empieza después de 12 o 24 horas, principiando co
mo une zona de enrojecimiento o inflamacién en el sitio de la inyec
cién; y puede progresar hasta hacerse eritema intense, con indura-
cibén de varios centfmetros de difmetro y con una peguefia zonas cen-
tral de necrosis superficial. La reaccién de puede indicar en centf
metros de eritema y en induracién graduada por signos més. Una gran
regién con necrosis central se registra como % 4+ + 4 , mientras que
una pequeiia zona roja con induracién palpable definida se indica con
4. los pacientes que tiensn reacciones dudosas, deben sometlerse nue

vemente a prueba, con la dilucién inmediata més concentrada,

1 Prueba del parche, Pué creada por Vollmer (1937-39).

Antes de aplicar esta prusba del parche debe limpiarse la piel, qui
téndole todas las substancias grasas con acetona, Tl parche consis-
te en una franja de tela gue contiene un cuadrado de tuberculina se
ca, unas cuatro veces mayor que la concentracién normal de 1a 0,T,

original, en cada extremo y, ademfis, un cuadradito de material tes-
tigo en el centro de la superficie adhesiva. Xl parche se mantiene

adherido durante 48 horas; luego, se desprende y se esperan otras -
48 horas antes de leer los resultados, %Nste retardo en la lectura -
de la prueba es esencial, porque as{ se deja transcurrir el tiempo

necesario pars que desaparezca la reaccidén respecto a substancias -

12,
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no especificas existentes en el material adhesivo.

b) Métodos directos

Los métodos de diasgndstico bacterioldgico de la tuber-

culosis comprenden la investigacidn de Mycobacterium tuberculosis -

en el esputo, la orina, el contenido géstrice, el Liguido cefalorra
quideo, el 1fquido pletiral y otros; por medio de frotis, cultivos,

inoculacidén a loes animales de laboratorio, biopsias y necropsiss.

Protis, Las extensiones son tefiidas por el método de -
Ziehl+Neelsen, y los bacilos tuberculosos aparecen en forma deo bas-
toncillos rojos, sélidos o vacuolados, rectos o ligeramente curvos;
en cambio, las demés bacterias y células estarfn tefiidas en azul.

Cuande se investiga lycobacterium en cultivo, es nece-

sario emplear material concentrado, ya sea por ol médtodo de la anti

formina, el método de Petroff, el ds Gerundo, etec.

Cultivo. Los medios de cultivo gque se smplean para el
bacilo tuberculoso son el de Lowenstein, el de Dorset (modificado),
el de Petragndnl, el de Petroff, el de patata de Corper y Uyel y -
el de Long-Seibert, Todos estos medios estén hechos a base de pro-
teinas como huevo, peptona, leche, carne, las cuales sirven como -
formadorss de protoplasma y, algunos, son productores de energie du
rante los procesos metabdlicos,

lLa glicerina, que sirve como fuente de carbono, tiene

adends la propledad de acelerar el crecimiento de lycobacterium tu-

berculosis humano, inhibiendo el desarrollo de Mycobacterium murino

—%




y bovino; de aguf la conveniencia de hacer las siembras en medios -
con glicerina y sin ella,

Las sales minerales gue regulan el equllibrioc osmdtico
entre la bacteria y el medio, son también formadoras de protoplasma,

Tos colorantes adiclonados a todos estos medios, tales
como el verde de malaguita, el violeta de genciana, etc., tienen co
mo objeto el inhibir el crecimiento de cocos contaminantes,

Algunos medios son adicionades con un derivado de un é
cido graso de cadena larga (detergente) llamado Tween 80, que alte-
ra las condiciones osmudticas por el aumento dn la permeabilidad de
la membrana,produciendo as{ un crecimiento nés répido y wés abundan

te,

Inoculacidn de animales de laboratorio. 1os monos y los

grandes antropoides son muy sensibles a las infecclones experimenta
les con cepas humanas y bovinas de bacilos tuberculoses; pero, =n
cambio, son relativamente resistentes al tipo aviario.

¥l cobayo y el *hamster® (Cricetus) son los aninmales m
wés dtiles para los estudios de laboratorio., Unlcamente se requie -
ren unos cuantos baclles pars infectar a los cobayos y, couwo son sus
ceptibles por igual a las cepas humanas y bovinas, la inoculacién -
del cobayo es un método de diagndstice ideal para el descubrimiento
de escasos microorganismos en un material contaminado. Antes de ha-
cer las slembras o inocular a loe cobayos, el material contaminado
debe ser sometido a uno de los métodos de concentracidn y, despuds,
debe ser tratado con sosa o antibidticos para evitar la flora agre-
gada; luego, se homogeniza y se controla sl pH.

mjecutando previamente la reaccién daAuaptoux, ror 1o
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general se inoculan simulténesmente dos cobayes, en el tejido subcu’

téneo de la ingle., Despuéds de 4 a 6 semanas, se observa con frecuen

cia una induracién en el sitio de la inyeccidn, acompaiiada de la -~
presentacidén de ganglios linféticos palpables., pasado este lapso se
debe inyectar intracutfneamente a los animsles 0.1 c.c. de una dilu
cién al 5% de 0,T.Los animales infectedos presentan uns reacciém lo
cal intensa, que evoluciona hastae formar una dlcera abierta; mien-
tras que en los animsles no infectados sélo se presenta un eritema
transitorio. los animales que dan reaccidn positiva eon la tubercu-
1ina, deben ser sacrificados, los bacilos se demuestran en los fro-
tis y en los cultivos de las lesiones de la ingle, o por medio de la
innoculacidn de otros cobayos. lLos animales que dan reacciones nega
tivas deben ser observados durante otras seis semanas y, entonces,
8e les vuelve a practicar la prueba de lantoux,

La inoculacibn enimal o8 el método wés seguro para cla
sificar los diversos tipos de bacilos de la tuberculosis, El conejo
se emplea habltualmente para diferenciar los tipos humano y bovino.
Se inyectan dos animales por via intravenosa, uno con 1 mg. y el o-
tro con 0,0l mg. 1Los bacilos se;obtionen del desarrollo superficial
de un caldo de cultive., Para la inyeccidn son secados con papel fil
tro estéril, se 198 pesa y se les suspende en 2 a 3 c.c. de solucidn
salina fisioldgica. S1 el cultivo es de tipo bovino, ambos conejos
mueren entre 6 y 8 semanas»después. 81 el microorganismo es de tipo

humano, =1 animal que recibe la dosis menor sobrevive,

Blopsia. Generalmente se toma un ganglio gque presente

caracteres patoldgicos y se le somete al estudio por medio de prue-
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bas directas, como son; frotis, cultivo e inoculascidén en animalss

susceptibles de contraer la enfermedad.

Necropsia. Se practican los mismos métodos que para la

biopsia, en todos los drganos lesionados macroscédpicamente,

3., La reaccién de Nuiddlebrook y Dubos modificada como diagndstico -

en los procesos de tuberculosis evolutiva.

Desde hace varias décadas se ha venido tratando de ob-
tener un wmétodo de laboratorio que permita hacer un diagnéstico se-
guro de la tuberculosis, sobre todo de la tuberculosis evolutiva, -
en aquellos casos en que no se puede demostirar el agente causal por
métodos ordinarios; o bien, cuando los métodos clinicos y de labora
torio no permiten precisar si un proceso aparentemente tuberculoso
ya se encuentra completamente curado o ain estéd en actividad. ade-
mas, se busca que dicho método de laboratorioc también se pueda uti-
lizar como medio de disgndstico diferencial de otras enfermedades -
que puedan ser confundidas con la tuberculosis en alguna de sus di-
ferentes formas clinicas,

®n 1900, Bordet y Gengou demostraron que es posible ha
cer la reaccidén de fijacién del complemento, usando como antigeno a
los bacilos tuberculeses, y dicha reaccién pudo ser considerada apa
rentamishte couo eapecirica.

Seis afios més tarde, Wassermann practicéd una reaccién
similar, pero, en lugar de utilizar como antfgeno a los bacilos tu-
berculosos, empled tuberculina,
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Gardner, uiddlebrook'y Dubos, en 1948, dieron a cono--.
cer un nuevo método para la investigacién de la tuberculosis, con-
sistente en la reaccién de hemoaglutinacién, que es espesirica para
dicha enfermedad,

Una modificacién de este método, publicada en 1950 por
Nancy B. Scott y David T. Smith, es la que usamos come base para e-
fectuar este trabajo. Esta modificacidn de 1la téenica originsl hace
que sea més accesible para los hospitales y laboratorios gue no cuen
tan con personal adiestrado en la produccidn de los extractos espe-

ciales desglicerinados de bacilos tuberculosos,

a) Pundamentos de la reaccién

Se sabe que los gldbulos rojos son sensibilizados por
ciertas substancias, de tal manera que se vuelven especi{ficamente a
glutinables a los anticuerpos de dichas substancias,

51 se ponen glébulos rojos de carnerc en contacto con
tuberculina y, después, estos mismos glidbulos rojos son puestos en
contacto con suero sanguineo de un individuo gue padezca tuberculo-
sis, es decir, eoh un suero en el cual haya antlcuerpos para los pro
ductos del bacilo tuberculoso, entonces, los gldbulos rojos de car-

nero se aglutinan, guedando demostrada as{ la infeccién tuberculosa.

b) Material

La prueba fué realizada con 100 niifios, tomados tanto -
entre los internados en las diferentes salas del Hospital Infantil,
como de los asistentes a la Consulta RExterna del proplo Hospital, -
cuyas edades oscilaban entre menos de 1 afio hasta 14 afios,
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Para llevar a cabo la reaccidn se usaron los siguien -

tes materiales:
I. Tuberculina.
II. Glébulos rojos de carnero,
III. Solucidén de Alsever.
IV. Solucidn salina isoténica reguladora (buffer).
V. Suero de cada paciente,

I. Tuberculina

Se empled tuberculina vieja (0.T.), sélo que en una con
centracifn cuatre veces mayor que la normal (4x0,T.), preparada por
el Instituto Nacional de Higiene., Y, para evitar los efectos hemoli
ticos de la glicerina, se hicieron diluciones con solucidn salina 1
sotdnica reguladora,

Se hicieron pruebas de hewmolisis utilizando tuberculi-
na y diluciones seriadas de gldbulos rojos de carnero normales“(no
sensibilizados), Se encontré que no habia hemolisis con diluciones
menores de 1:8; por lo cusal se concluyd que dicha tuberculina era -
no-hemolitica para los glébulos rojos de carnero normales (no sensi

bilizados).

II, Glébulos rojos de carnero
Los gldbulos rojos se usaron como antigeno y se sensi-
bilizaron con tuberculina viefa (0.T.).

III, Soluciédn de Alsever

1a solucidn de Alsever que se utilizé para la conserva
c¢ién de los glébulos rojos de carnsro, tiene la férmula sigulente;

Nextrossa 2.05 gr.

Citrato de sodio 0.80 gr.




Cloruro de sodio 0.42 gr.
Agua 100 c.cCo

La soluelédn final esterilizeda tiene un pH de 6,1,

IV. Solucién salina isotdnica reguladora (buffer)

Pérmula;

Tosfato sddico 9.46 gr.

Fosfato potésico 9,06 gr.

Cloruro de sodio 8450 gr.

Agua 1000 c.c,

msta solucidn tisne un pH de 7.3 & T.4.

Ve Suero de cada paciente

¥l sueroc de cada paciente fué inactivado por el calor
y de é1 se removieron los anticuerpos heteréfilos, normalmente pre-
sentes en el suero humane y que pueden aglutinar a los gldbulos ro- |
jos normales (no sensibilizados) de carnero. la absorcidn de los men
cionados anticuerpos heterdfilos se hizo poniendo al suero en contac

to con gldbulos rojos de carnero no sensibilizados,

¢) Técnica ds la reaccién

I. Preparacién de los glébulos rojos de carnero lavados

Loe glébulos rojos de carnero, ilnmediatamente despuds -
de ser obtenidos, son puestos en solucién de Alsever, conservéndolos
en ella hasta el momento de ser utilizados,

Bstos gldbulos rojos son centrifugados durante 10 minu-
tos a 1800 r.p.m., guitando el liguido sobrenadante con una pipeta,

Tl depdsito asi obtenido se lava tres veces consecutiw-
vas, empleando para ello 6 volidmenes de solucidn salina,
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Después del dltimo lavado, se centrifugan nuevamente -
las células durante 20 minutos, a 2000 r.p.m., quitando todo el so-
brenadante que sea posible éon una pipeta pegqueiia,

Estos eritrocitos son usados en la prueba como "glébu-

los rojos lavados en paguetew,

II. Preparacidén del ant{geno

La tuberculina se diluye.en la relacién de 1:15, con so
lucién salina isotdnica; para lo cual se mezclan 0.4 c.c., de tubercu
lina y 5.6 c.c. de solucién salina.

Se utiliza la dilucidn arbitraria de 1:15, porgue se -
sabe gque las titulaciones de 1:20 o mayores producen una sensibili-
zacidn satisfactoria.

A la tuberculina dilufda se le agrega 0.1 c.c, de"glé-
bulos rojos lavados en paguete® y se incuba durante 2 horas en balfio
de marfa, a 37°C. ®sta mezcla se sacude cuidadosamente a intervalos
de 15 minutos aproximadamente,

Se emplea la dilucién de 0.1 c¢.c. de *glébulos rojos la
vados en paquete® en 6 c.c. de tuberculina dilufda, tomando en cuen
ta que en diferentes pruebas se ha podido observar que concentracio
nos.nayoran de 0.1 ¢c.c, de®glébulos rojos lavados en paquete® en -—-
4 c.c, de solucién de tuberculina, no producen una sensibilizacién
completa y dan por resultado tftulos bajos de hemosglutinacidn con
sueroa de tuberculosos, cuyos anticuerpos se encuentren titulades -
previemente, |

Al ser retirada del bafio de marfa, la suspensidén de —-

glébulos rojos se centrifuga a baja velocidad, 1000 r.p.m., duran--
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te 6 minutos, Se emplea esta baja velocidad parae evitar la formacién
de un depbsito compacto de glébulos rojos, que despuls seria dirf-
cil volver a suspender sin hemolisar algunas de las células,

Luego, se procede a lavar los gldbulos rojos con 6 c.c.
de solucidn salina, por 3 veces consecutivas y, finalmente, se les
suspende en 50 c.c, de la misma solucién.

msta suspensifn de glébulos rojos al 0.2% es la que se
utiliza como antigeno; con la eircunstancia de que es posible conser

varla a 4°C. durante tres dfas.

III, Absorcifn del suero del paciente

Bl suero del paciente se obtiene dejando reposar la san
gre, una vez gue se retrae el cofgulo.

A1l ec.c. del suero del paciente se le aflade 1 c.c. de
solucién salina isotdnica reguladora, Wsta pezcla es inactivada a
65°¢. durante 3 minutos y, luego, se le deja anfriar a la temperatu
ra ambiente,

Despufs, se le agregan 0.2 c.c. de "glédbulos rojos la-
vados en paguete™ no sensibilizados y se deja reposar la mezcla du-
rante 20 minutos. Bntonces, se remueven las células por centrifuga-
¢ién, a 2500 r.p.m. durante siete minutos. Al terminar, se adicionan
otros 0.2 c.c, de "glébulos rojos lavados en paguete® no sensibili-
zados y se repite la operacidn anterior.

Como ya lo dijimos, la absorcién del suero del paciente
por medio de los %gldbulos rojos de carnero lavados en paguete® no
sensibilizados, permite la eliminacifn de los anticuerpos heter8filos

que son capaces de aglutinar los glébulos rojos de carnero normales,




Este suero asi preparado puede ser almacenado en el re
frigerador por tiempo indefinido, sin que se produzca alteracién de

los tftulos de anticuerpos para los glébulos rojos sensibilizados,

IV. Prusba de hemoaglutinacién (Cuadro 1)

Se hacen dos serles de diluciones con el suero absorbi
¢ do, empleando tubos y gradillas semejantes a los usados para la reac 1
eién de wassermann, |
©n el primero y segundo tubos se ponen 0.4 c.c. de sue
ro absorblde. Las diluciones seriadas se hacen distribuyendo el con
tenido del segundo tubo en 6 tubos que contengan cantidades iguales
de solucién salina,

A los tubos que contienen 0.4 c.c. de suero absorbido
dilufdo se les afiaden 0.4 c.c. de la suspensidn de "glébulos rojos
de carnero lavados en paquete® al 0.2% y sensibilizades eon tubercu
lina (antfgeno).

Se utilizan dos tubos de control, uno con 0.4 c.c, de

~ solucién salina isoténica reguladora (buffer) y 0.4 c.c. de la sus-
pensidn de gldbulos rojos que se ha empleado como ant{geno, el otro
| tubo con 0.4 c.c., de suero absorbido en una dilucién de 1:2 y 0.4
c.C. de una suspensién de glébulos rojos de carnero lavados y no sen
sibilizados al 0,249,
Cada vez que se prueba un suero no conocide, se inclue-
ye un suero negativo y uno positivo ya conocidos. 1l suero negativd
| se obtiene de individuos con pruebas cuténeas negativas de tuberculé,
na. |

I Los tubos se agitan e incuban a 37°C. en bafio de marfa,

durante tres horas, Nespués de guita



CUADRDO ) 1
: suero | solucidn i Glébulos
Tubo Nfm, | absorbido | Ant{geno salina i Dilucidn rojos no |
5 isoténdca | sensibi-
reguladora | lizados
1 Oed c.co Oeéd coce 1:2 | %
i
T’%
2 0.4 CeCo 0.4 CeCo 0.4 Colo 1 % 4
3 0.4 coco Oed cocCe Ued CocCo 1 8
(1 : 2) ]
4 004 CeCo oo‘ CeCoe 0.4 CaCo i 3 lb
(L 4)
5 0s4 cocCo Ceé CoCoe Oeh CoCse 1 32
(1 ; 8)
6 0.4‘ CeCoe 0." CeCo 0.4 CeCo 1 4 o4
(L ; 16) ;
7 0.4 CeCos 0.4 CeCo 004 CeCo, 1 4 128
(1 : 32)
Control 1 0.4 cJc, Q.4 C.Ca
Control 2 0.4 c.Co O«d Cit,
(1 : 2)




ven a aglitar y se dejan a la temperatura ambiente por toda la noche.
Y, a 1la mafiana siguiente, se hace la lectura en la forma acostumbra

da para este tipo de reaccidn.

d) Resultados obtenidos

Las reacclones fueron practicadas en niiios con tubercu
losis activa pulmonar y extrapulmonar, en nifios vacunados con 5,C.G.,
en nifios cuyo dlagnésiico era dudoso con respecto a la tuberculosis
y en un pequeiio grupo de nifios que pedec{an otras enfermedades pero
né tuberculosis,

Para la clasificacién de los casos se tomaron lnicemen
te los disgndsticos finales, Bn la mayorfa de loé nifios tubercul ow=—
sos, esta enfermedad quedé comprobada por los resultados obitenidos
en el laboratorio clfnico o por el estudio histopatoldgico de biop-
sias y necropsias. En aguellos nifios sobre los cuales no fué posible
hacer la comprobacidn de la tuberculosis, el diagnéstico se hizo to
mando en cuenta la fuente de contagio, el examen clinico, las reac-
ciones tuberculfnicas, los estudios radiolégicos y otros exémenes -
de laboratorio (sedimentacién globular, bilometria hematica, ste,).

Se hicieron diluciones seriadas del suero del enfermo
en 7 tubos, en relacliones de 1:2 a 1:128, contando con los respecti
vos tubos de control. En cada tubo en que se produjo aglutinacién,
se leyd ésta, marcando sl grado de aglutinacidn por medio de cruces,
desde 4 hasta 4 + + ; tomando como tftulo méximo de aglutinacién ia
del tubo dejmayor dilucién con una sglutinacién no wenor de una 4,

Con objeto de mostrar los resuliados totales obtenidos,

se dividieron en cinco grupos;
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10s
20,
30.

40,

S0.

Nifios con tuberculosis pulmonar activsa,

Niflos con tuberculosis extrapulmonar ectiva,

Nifios vacunados con B.C.C.

Nifies no tuberculosés activos, Tuberculino-positi-
vos, (Infeccidn tuberculosa, no enfermedad),

Nifios no tuberculosos, tuberculino-negativos.

Geda uno de estos grupos se subdividd por edades,

ler, Grupo.Nifios con tubsrculosis pulmonar activa (Cuadro 2).

Se practicaron 57 reacciones, obteniéndose datos posit
tivos de presencia de hemoaglutinina circulante en 53 de ellos y G-
nicamente reaccionaron negativamente 4 casos (74); de estos Glti --
mos, con excepcidén de un solo caso de 12 ailos, todos eran niiios de
menos de 2 afios de edad.

De los 53 casos (93%) que dieron reaccidn positive, a
tftulo de 1;2 o mayor, s8lo dos de ellos presentaron reacciones tu-
berculinicas negativas; siendo los tftulos de hemosglutinacién de -
1:16 y 1;32 respectivamnente,

%n sels de estos nifios se repitié la reaccidén, odtenién
dose titulos semejantes en cuatre de ellos; en los otros dos casos,

los titulos resultaron con una ligera elevacifén sn la segunda prue-

ba,

¥n resumen, puede decirse gus 49 nliios con tuberculo--
sis pulmonar activa (£5.96%) reaccionaron positivamente a titulos de
significacidén clinica. %n algunos/ggaggtﬁgbia, asociadas a la tuber
culosis pulmonar, otras localizacliones tuberculosas (6seas, articu-

lares y meningeas),

2. |




CUADRO 2
NIfios CON TUBERCULOSIS
PULMONAR ACTIVA |
|
| rITULOS | N
: Y 4 l
- EDAD= = ===~ Afi08 | verm |
| HEMAGLY N N
| TINA- “04 f L o
CIOKN :11: 1, 2| 3 4 5 6 7; a 9 lot 11 12
1 | ] | |
| ] |
NEG. 1| 1} 1 i g | : 1| 4
12 1| 1 . 2
i z ,
| T
1 4 1 1 ‘ i E ‘ 2
_— |
T T ~
1:8 4| 2 1 yl | | 1 9
! d
I i
1: 16 2| 3| 2| 2| 2| 1| 1| 2 o2 1 18
l |
1 32 2| 2| 1 1 1 | 1 8
1: 64 1| 2| 4 2 1 1 2| | 1 13
| ]
S "l
1 ;128 ! 1
TOT AL 5(12| of 7| 3| 3| 3| 2 3l 2 2 6 57




Bn los nifios menores de dos afios los titulos obtenidos
fueron relativemente més bajos que los encontrados entre los nifios
mayores de dos afios; entre estos (ltimos, hubo diez casos cuyos ti-

tulos fueron de 1:64 y un caso con titulacién de 1;128.

20. Grupo. Nifios econ tuberculosis extrapulmonar activa (Cua- -
dro 3).

Se estudiaron trece nifios, todeos ellos mayores de 7 a-
fios, y en todos se obtuvieron reacciones de hemoaglutinacidén positi
vas a titulos de 1:16 o superiores; siendo el més frecuente el titu
lo de 1:;32, con 5 casos. La mayoria de estos niiios padecia de lesio
nes tuberculosas osteoartisulares, las cuales se comprobaron por el
estudio histolégico de biopsims tomadas durante las intervenciones
guirirgices o de ganglios satélites a las regiones afectadas, Todos
estos cesos presentaron, ademds, reacciones tuberculinicas positi-

vas,

3er. Grupo. Nifios vacunados con B,C,.G, (Cuadro 4).

Todos los nifios inclufdos en este grupo recibieron 1la
vacuna B,C.G., por via oral. ¥l nifio de menor edad tenfa seis meses-
y el mayor era de 3 aiios,

Se estudiaron 14 nifios., Tres de ellos dleron reacciones
negativas (21.43%), siendo menores de un ailo en los tres casos, Diez
dieron por resultado reacciones de hemoaglutinacidn de 1:8 o mayores
(71.43%). %1 otro caso presentd reeccidn de Mantoux negativa, pero -

con reaccidn de hemosglutinacién pesitiva al 1:32,

Otros casos de nifies vacunados con B,C,G., quedaron in-




NIfios

RXTRA#+ PULKMONAR

CUADRO
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CON

TUBE

RCULOSIS

ACTIVA

| z
| TITULOS DAD=====~<-Afl0S8 €
| | ,
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CUADRDO 4

NI1fios VACUNADO S COoN ».0.,8G.
| TITULOS EDAD~-~-AROS
| HEMAGLU- | i W
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e
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cluidos en el grupo de tuberculosis pulmonar, ya que en su necropsia

se encontraron signos de invasién tuberculosa generalizada,

40, d?ugo. Nifios no tuberculosos activos, tuberculino-positi-
vos (Cuadro 5).

Se estudiaron ocho nifios y Gnicamente en uno de ellos
se obtuvo reaccidn de hemosglutinacidén negativa (12.50%). Zn el res
to de los casos las reacclones fueron positivas, Sels de estas dlti
mas a t{tulo de 1;8 o mayor (75%); el titule menor fué de L;4 en un
nifio (12,50%); el mayor nimero de reacclones positivaes, tres nifios
(37.50%), fué a titulo de 1:16.

%n este grupo se incluyd un niilo que volvid &l hospi--
tal después de haber padecido tuberculosis miliar y gque en el momen
to de hacerle el presente estudio se consideré como curado. Fué el
Unico de este grupo que presentd reaccién de hemosglutinacién nega-

tiva,

50, Gfugo. Nifios no tuberculosos, tubercullino-negativos (Cua-
dro 6).-
Se practicéd la reaccién de hemoaglutinacidén en & niiios,
de 1os cuales 3 dieron reacciones negativas (37.55) y 5 casos produ
Jeron reacciones positivas (62.54) con tftules de 1:4 o mayores, 7l

titulo superior, aleanzado en dos casos, fué de 1.32,

2) piscusidn
®n el grupe de tuberculosis pulmonar activa encontramos

gque las cifras obtenidas corresponden sproximadamsnte & i1as observa-




CUADRO )

NIfios N O TUBERCWLOSOS

TUBERCULINO-POSITIVOS
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NIROS NO TUBERCULOSOS
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das por otros autores; aunque, tal vez, sean ligeramente superiores

en nuestro estudio.

Tn los nifios con tuberculosis exirapulumonar activa, en
contramos que todos ellos prasentaron tftules significatives desde
Vol punto de vista clfirico. Tsto representa un resultado contrario a
los anotados por otros autoress; aunque es de advertir que los titu-
los fueron bajos, ya gue su mayor frecusncis la tenemos en 1:32, }

51 se unen los dos grupos de tuberculosis activa, pul- kl
monar y extrapulmonar, se forma un total de %0 casos estudiados, De
éstos, 62 casos (88.57%) presentaron hemoaglutinacién de 1:8 o ma-
yor, es decir, que las cifras corresponden a las encontradas en olros
estudios, W1 titulo medio obtenido fué de 35,22,

81 hacemos lo propio con los grupos de no tuberculosos
con reacciones tuberculinicas positivas y negativas, tenemos que de
16 nifios estudiados, 10 presentaron t{tulos da hemoaglutinacidn ma-
yores de 1:4, o sea el 62,5%. ®Esta cifra es, comparativamente, muy
alta; ya que las cifras mfs elevadas que se dan en los trabajos con
sultados son de 40 a 45% y, por término medio, varfan entre 254 y -
35%.

¥l tf{tulo medio obtenido fué de 21.33, que es notable-
mente menor que o1 correspondiente & los pacientes de tuberculosis
activa, |

¥n el grupo de los nifios vacunados con B,C,G.,, las ci-
fras corresponden a 155 ofrecidas en otros trabajos, esto es, son -
muy semejantes a las que se observan en individuos normales. Los ti

tulos fueron bajos, no wmayorss de 1;32 en nuestro estudio,

Respecto &l facltor edad, rodemos decir gque se obtuvie-




l ron reacciones positivas en nifios menores de 2 afios y afin en niifios
1 de pocos meses de sdad, con t{tulos hasta de 1:64; lo cual resulta
contrario a los datos conseguidos en otros trabajos,

FPor 1lo anteriormente apuntado y tomando en cuenta lo -
observado bor otros autores, podemos decir que la reaccidn de hemoa
glutinecién de Middlsbrook y Dubos, asf{ como sus modificaciones, no
constituye una reaccidn de walor clinico apreciable, ya yue se pue- .
| den encontrar reacciones positivas a t{tulos considerados como de -
| significaciGn elinica, en individuos sanos y en un tanto por ciento
bastante considerable, Aln cuando el mayor nimero de casos positivos
y los t{tules més altos se observan en individuos con tuberculosis
activa, sin embargo, también se pueden encontrar titulos elevados -
en indivduos no tuberculesos, lo cual hace descender mucho el valor
de la reaccidn, Por todo esto, debemos considerarvmuy dudosoc que es
. ta reaccifn sea un método cerédro para el diagndstico de la tubercu

iosis o un {ndice seguro de actividad tuberculosa.
Podemos agregar que la reaccidn s{ es especifica, ya -
™ gque en las pruebas experimentales no se encontrd ningln otro germen,
con excepcidn del bacileo de Hansen, que posea las mlsmas propieda--
des antigénicas., Pero esta especificidad plerde valor por el hecho
de haber encontrade un elevade tanto por ciento de reacciones posi-
tivas falsas,
®n muy pocos casos esta reaccién podria servir de ayu-
l de al clfnico; desde luego, siemprs con las reservas pertinentes y
conjugéndola con los hallazgos cifnicos, los estudlos radioldgicos

y otems pruebas de laboratorio.

™ ®n resumen, se trata de una reaccidn de poco valor préa

i s 34,




tico, puesto que sélo se pusde efectuar en hospitales y laboratoriocs
de gran magnitud, lo cual no se encuentra al alcance de todos los -
clinicos. A esto se afiade el defecto del nfmero relativamente eleva
do de reacciones positivas o negativas falsas que se pueden encon--

trar,

f) Conclusiones

la. La reaccidén de hemoaglutinacién de uiddlebrook y -

Dubos modificada, es especi{fica para el lycobacterium tuberculosis

y para otro lMycobacterium con las mismas propiedades antigénicas --

(iiycobacterium leprae).

2a., Tiene escaso valor préctico, dado el alto tanto —-
por ciento de reacciones positivas y negativas falsas,

3a. ©n términos generales, no puede ser tomada como in
dice de actividad tuberculosa, ni tampoco del grado de ésta.

4a, La ausencia, o la presencia no demostrable, de antl

cuerpos circulantes no descarta la posibilidad de la tuberculosis ac

tiva.
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